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超好熱菌 Pyrococcus furiosus由来のタンパク質であるピロリドンカルボキシルペプチダー
ゼ（pyrrolidone carboxyl pepdidase, PCPと略す）には、フォールディング初期に安定な中間
状態（D1状態）が存在する。D1状態は N末端側約半分のポリペプチド鎖がほぼ完全なラン
ダムコイル状態にあり、C末端側半分がモルテングロビュール（MG）構造に対応している。
PCPは酸性 pH領域で温度をコントロールすることにより、フォールディング速度を約 1時
間から 1週間程度の速さまで変化させることができ、その特徴を生かして、2次元 NMR分
光法によって、ポリペプチド鎖の構造を残基レベルの分解能で調べることが可能である。 
D1状態でのリフォールディングが非常に遅くなる pH3.0、4℃という条件下で適当な時間
放置（インキュベーションと呼ぶ）すると、1週間のオーダーで CDスペクトルが徐々に変
化することを見出した。インキュベーション中の構造変化を詳しく調べるために、重水素
交換法（H/D交換）を用いて、主鎖 NH基の H/D交換反応のプロテクションファクターを
追跡した。D1状態で適当な時間インキュベーションを行った後、D2O に溶媒交換して H/D
交換反応を起こさせ、その後、温度 30℃で PCPを急速にリフォールディングさせた後、部
分的に主鎖 NH基が D化したサンプルの 2次元 NMRスペクトル（1H-15N-HSQC）を測定し
た。そのスペクトルの交差ピークの体積から残留 NHの量を求めることができる。このよう
な実験方法により、D1状態の最初にα6ヘリックス（残基番号 181番から 207番）が形成さ
れ、ついでα4ヘリックス（残基番号 141番から 157番）の構造形成が起きて、その後全残
基にわたって all-or-none型の構造変化が発生して、天然構造（N状態）へ構造転移すること
が証明された。このとき最初に出現する N状態の PCPは H/D交換反応に対して不安定で、
まだ十分成熟した天然構造にはなっていないことを示唆する実験結果が得られた。また
pH3.0、4℃という条件下では、D1状態において相互変換速度が非常に遅い 2 種類の変性し
た PCP 分子が存在し、一方の分子種は前述のようなリフォールディング反応を起こして N
状態に戻るが、残り半分の分子種は、α6ヘリックス領域さえも H/D交換反応に対して全く
プロテクトされないままのMG状態にあって、1週間後もなおリフォールディング反応は全
く進行しないことが分かった。最近の実験では、温度を 8℃にすると、この 2種類の分子種
間のフリーエネルギー障壁は急速に消失して、残り半分の分子種もα6 ヘリックス領域の構
造形成が促進されて、ほぼすべての分子種がリフォールディングすることが分かってきた。 
